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緒 言
脳 卒 中は、 癌 お よび 心 疾患 と同 様 にわ が 国 にお け る重 要 な成 人 病疾 患 の 一 つ であ
る。 脳 卒 中 の 中で も脳 出血 の頻 度 は著 明 に 減少 して お り、 ま た、 脳梗 塞 にお い て も
死 亡原 因 と な るよ うな重症 例 は減 少傾 向 にあ る。 しか しな が ら、 軽症 の 脳梗 塞 はむ
しろ増 加 してお り、 特 に軽症 の 謄 梗塞 の 多発 に よる脳 血 管性 痴 呆 患者 が急増 して き
てい る1・2)。従 っ て、 脳 卒 中す な わ ち虚 血性 晒 疾 患 の予 防 あ る いは治 療 は極 め て重
要 な課 題 で あ る。
さ て、 脳 細 胞 は他 の 細胞 に比 べ てその 内部 環 境 の恒 常 性(ホ メオ ス タシ ス)を 維
持 してい くため に、 多 量 の エネ ル ギー を必要 と し、 その エ ネル ギー は ミ トコ ン ドリ
アの呼 吸 に よ って産 生 され るATPをADPとリン酸 に加 水分 解す る とき に放 出 され る 自
由エ ネル ギ ーか ら供 給 され る。 脳 細胞 の ミ トコン ドリアに お け るATP産生 を伴 う呼 吸
は、 血 流 か ら運 搬 され る グル コー スと酸 素 に依 存 して いる た め、 血 流 が減 少 あ る い
は途 絶 した領 域 の神 経 細 胞 で は、 グル コー スや 酸 素 が供 給 され な くな り代 謝 環 境 の
著 しい悪化 が生 じる。 この状 態 が 長 時間 にわ た っ て持続 す る と脳 細 胞 は ホ メオ ス タ
シス を保 つ こ とが で き な くな り、 死 に至 る もの と考 え られ る。 す な わ ち、 エ ネ ル ギ
ー 代謝 障害 に よ る神 経 細 胞死 が これ に相 当す る。 虚 血侵 襲 が 起 っ てか ら約2時 間 ま
でに この様 な変 化 が生 じ る場 合 は、 急 性 神 経細 胞 壊 死(acuteischemicneuronaI
death)と呼 ばれ てい る3}。しか し、 一 般 に脳 血 管 の一 部 が 閉塞 した場 合 に は、 その
支 配領 域 に虚 血 病巣 を生 成す るが、 病巣 の 大 きさ と虚血 の 程 度 は側 副 血行 路 に よ っ
て時 間の 経過 と とも に著 し く変 化 し、 病 巣 内の領 域 が た ど る運 命 は一 様 で は な い。
す なわ ち、 側 副 血行 路 は病 巣の 出現 と とも に発生 す るため、 病 巣周 辺 に あ っ て い ち
早 く血 流 が 再 開 され た領 域 の脳 細 胞 は、 殆 ど後 に障 害 を残 さず に虚 血 性 の エ ネル ギ
ー 代 謝障 害 か ら回復す る。 これ に対 し、 虚 血 病 巣 中心 部 に位 置 して側 副 血行 路 に よ
一1
る再 濯流 の 開 始 が遅れ た領 域 で は、 も はや ホ メオ ス タシ スを維 持 す る こ とが で きず
壊 死す る細胞 群 が出現 す る。 この 様 に、 虚 血侵 襲 後血 流 が 再 開 してい る に もか かわ
らず、 数 時 間 の潜 時 を経 て死 に至 る過 程 は、 上 記 の急 性 神 経細 胞 壊死 に対応 して熟
成 性 神 経 細胞 壊 死(皿aturationalneuronaldeath)と呼 ばれ る4・5)。
近 年、 短 時 間 の一 過 性 の脳 虚 血侵 襲 を うけた 後 ホ メオ ス タシス を 回復 した上 で、
2-3日 の潜 時 をお いて突 如 壊 死す る現 象 が 明 らか に され た。 この病 変 は主 と して
海 馬 に 発生 し、 遅発 性神 経 細 胞 壊死(deユayedneuronaldeath)と呼 ばれ6'7,てお
り、 これ は今 日ま で知 られ てい る虚 血性 神経 細 胞 壊 死 とは根本 的 に異 な っ てい る点
で 注 目され て い る。 す なわ ち、 この現 象 は、 単 に脳組 織 に必要 な物 質 が欠 乏 す る こ
とに よ っ て発 生 す る病 態 とは 明 らか に異 な る もの と考 え られ る8・9)。最 近 の研 究 で
は、 興 奮 性 の ア ミノ酸神 経伝 達 物 質(glutamate等)の放 出 によ る神経 細 胞 に対 す る
excitotoxicity、あ るい はCa2+イオ ンチ ャ ンネ ル の異 常 活性 化 に よ るCa2+イオ ンの
細 胞 内流 入 な どが遅 発 性 神経 細 胞 壊死 の発 現 機序 と して 注 目され て い るIZ『15)。ま
た、 蛋 白質 合 成 阻害16'18,、フ リー-tラジカル の発 生 によ る 障害19】、 異 常 蛋 白質 の 出
現 に よ る 障害26・2Dな ども、 そ の発 現 機序 と して示 唆 され て い る。
興 味 あ る こと に、 膳 細 胞 の すべ てが虚 血 に 対 して脆弱 性 を示 す わ けで は な い。 脳
細 胞 の 中 でも、 特 に、 海馬CA1錐体 細 胞 は虚 血 に対 して脆 弱 であ る こ とが知 られ て い
る6'7'22).この海 馬 は、 記憶 や 情 緒 す なわ ち知 的 能力 の 発現 に深 く関 係 して いる領
域 であ る23)。この 事実 は、 海馬 の み に 限局 した人 の病 変 にお いて も、 重 篤 な記憶 障
害 を発 生す る こ とで も裏 づ け られ て い る24)。従 っ て、 虚 血 に よっ て障害 され る細 胞
群 あ る い は領 域 の解 明 は、 臨 床 に お け る脳 血管 性痴 呆 との 関連 にお い て極 め て重 要
な意 義 を もつ もの と推 察 され る。
そ こで、 本 研究 では 始め に 膳虚 血 負荷 に よ る神 経 細 胞 障害 の発 現 部位 の検 索 を砂
ネ ズ ミお よ び ラ ッ トを用 いて 検討 し、 続 い て、 最 も脆 弱性 を示す 海 馬CA1錐体 細 胞 の
一2
そ の作 用 機序 の解 明 を 試み た。障害 に対 して各種薬剤による予防効果の検討を行い
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第1章 脳虚血砂 ネズミにおける神経細胞障害
第1節 序
脳 虚 血 に対 す る膳 の 反応 は一 様 で はな い。 永 続 す る虚 血 の場 合 に は、 虚 血 に陥 っ
た組 織 の すべ ての細 胞 が死 に至 るの に対 して、 虚 血が ご く短 時間 で一 過 性 の場 合 に
は選 択 的 に特 定 の神 経細 胞 群 だけ が障 害 され る7・22}。す なわ ち、 脳全 体 に均 一 な虚
血侵 襲 が負 荷 され た場 合 に は、 大脳 皮 質の 第3層 お よび 第5層、 海馬CA1錐体 細胞 お よ
び小 膳 のPurkinje細胞等 が特 異 的 に障害 され る こ とが 明 らか にされ て い る7・22)。こ
の現 象 は選 択 的脆 弱性(selectivevulnerability)と呼 ばれ、 現 在 そ の発 現 機序 の
解 明 を 目的 と して多 くの研 究 が 行わ れ て い る25-3M)。
最近 の研 究 に よ り、 選 択 的脆 弱 性 を示す 細胞 群 の多 くの細 胞 に は、 興 奮性 の ア ミ
ノ酸 で あ るglutamateの受 容 体 が 存在 してい る こ とが 明 らか に され26・31)、虚 血性 神
経 細胞 障 害 の 発現 機序 を解 明す る上 で何 らか の手 が か りを与 えて い る可 能性 があ り
極 め て興 味 深 い。 しか しな が ら、 脳虚 血 によ る神 経 細胞 障害 の発 現 部位 に つ い ての
詳細 な報 告 は少 な く、 特 に脳 幹 部 に関す る 報 告 は殆 どな い22)。
本 研 究 では、 砂 ネ ズ ミが 頸動 脈 系 と椎 骨 動 脈 系の 交 通 路 を先 天 的 に欠 落 して いる
32)ため に、 両側 総 頸 動脈 を閉 塞す る こ とに よ り容 易 に高 度 の脳 虚 血 を負 荷 し得 る
33'川特 性 を利 用 して、 砂 ネ ズ ミに軽度 か ら重 度 の脳 虚 血 を加 え た場 合 の 神経 細胞
障害 の 発現 部位 につ い て検 索 を行 った。
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第2節 組織学的検討
代 表 的 な組 織像 をFig.1に示す。15分虚 血 した後2日 目で は、 大 脳皮 質、 線 条 体、
中隔、 海馬CAIsector、視 床、 内側膝 状 体、 黒質 お よび下 丘 に神経 細 胞 障害 が 認 め
られ た。 この 障害 の 分 布 は10分虚 血に よ る障 害 の分 布 とほ ぼ 同様 で あ った が、 障害
の程 度 は15分虚 血 した方 が よ り強 かっ た。
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Fig.1Photographsofselectiveneuronalda皿ageinthegerbilhipPoca皿pus
2daysafter15皿inofischemia.Distributionoftheneuronalda皿ageis
seenintheneocortex,thestriatu皿,theseptu皿,thehiPPoca皿palCAl
sector,thethalamus,the皿edialgeniculatebody,thesubstantianigraand
theinferiorcolliculus(n=5).He皿atoxylin-eosinstain.Lefthalf:sha皿 一
〇perated,Righthalf:2daysafterischemia.
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第3節 45Caオー トラ ジ オ グ ラ フ イ ー に よ る 検 討
Fig.2に示 す 様 に5分 虚 血 群 で は、 虚 血 後5時 間 目 よ り下 丘 に わ ず か な45Caの蓄 積
が 認 め られ た。 海 馬 に お い て は、45Caの異 常 な 蓄 積 は 虚 血 後5時 間 目 で は 認 め られ な
か っ た が、2日 目 に 海 馬 台(subiculu皿)に検 出 さ れ 、7日 目 で は、CAIsector全体 に
広 が っ た。10分 虚 血 群(Fig.3)で は、 広 範 囲 の 領 域 に45Caの蓄 積 を 示 し た。 虚 血
後5時 間 目 で は、 軽 度 の45Caの蓄 積 が 線 条 体 の 背 外 側 部 、 視 床 、 黒 質 お よ び 内 側 膝 状
体 に 認 め られ 、 下 丘 の 一 部 分 で は、 著 し い45Caの蓄 積 が 認 め られ た 。 虚 血 後2日 目で
は、 大 脳 皮 質 の 第3お よ び 第5層 、 中 隔 、 視 床 お よ び 内側 膝 状 体 に 申 等 度 の45Caの蓄
積 が 認 め られ た。 顕 著 な45Caの 蓄 積 は、 線 条 体 お よ び 海 馬CAIsector(subicular
region)に検 出 さ れ た 。 虚 血 後7日 目 で は、45Caの異 常 な 蓄 積 の 程 度 は さ ら に 増 大 し、
大 脳 皮 質 の 第3お よ び 第5層 、 線 条 体 、 海 馬CA1お よ びCA3sector、 視 床 、 内 側 膝 状
体 お よ び 黒 質 に 広 が っ た。 一 方、 下 丘 で は 、 そ の 蓄 積 は 一 部 分 に 限 局 し た。
15分虚 血 し た 場 合 の45Ca蓄積 の 脳 内 分 布 は、Fig.4に 示 す 様 に10分 虚 血 し た 場 合
と ほ ぼ 同 様 で あ っ た が、 そ の 蓄 積 の 程 度 は さ らに 増 大 した 。 ま た 、Fig.5に 示 す 様
に45Caの異 常 な 蓄 積 は 内 側 膝 状 体 お よ び 下 丘 で は 速 く、 大 脳 皮 質 、 線 条 体 、 中 隔 、
視 床 お よ び 黒 質 で は 中 程 度 で あ り、 海 馬 で は 遅 く発 現 し た。 さ ら に、 こ の45Caの異
常 な 蓄 積 は 大 部 分 の 領 域 に お い て 虚 血 時 聞 に 比 例 して 増 大 し た 。 こ れ らの45Caの異
常 な 蓄 積 の 分 布 は 第2節 で 述 べ た 組 織 学 的 な 細 胞 障 害 の 分 布 と ほ ぼ 一 致 し た 所 見 で
あ っ た。 な お 、 偽 手 術 群 の 砂 ネ ズ ミで は 脳 全 体 に お い て45Caの異 常 な 蓄 積 は 全 く認
め られ な か っ た(Figs.2お よ び5)。
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Fig.2Representative45Caautoradiographsafter5minofische皿ia.
Noabnor皿alcalciu皿accu皿ulationisnotedinthesha皿 一〇peratedgerbils.
At5hr,slightlyabnormalcalciumaccu皿ulationisrecognizedonlyinthe
inferiorcollicuius.At2days,abnor皿alcalciu皿accu皿ulationisnotedin
thesubicularregionofthehipPoca皿pusandtheinferiorcol」.iculus.
At7days,abnor皿alcalciu皿accu皿ulationisfoundonlyintheCAIsector
ofthehipPoca皿pusandtheinferiorcolliculus.
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Fig.3Representative45CaautoradiographsafterlO皿inofische皿ia.
At5hr,abnor皿alcalciu皿accu皿ulationisnotedinapartofthestriatum,
thethalamus,the皿edialgeniculatebodyandtheinferiorcolliculus.
At2days,abnor皿alcalciu皿aecu皿ulationiswidelydistributedinthe3rd
and5thlayersoftheneocortex,apartoftheseptum,thesubstantia
nigra.At7days,thecaiciumaccu皿ulationisfurtherincreasedandwidely
distributedintheseregions.Nevertheless,theaccumulationisli皿ited
inasmallpartoftheinferiorcolliculus.
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Fig.4Representative45Caautoradiographsafter15皿inofische皿ia.
Hostseverecalciumaccumulationisnotedinthevariousregionsofしhe
brains.Thepatternofthedistributionissi皿ilartothatofIO田inof
ischemia,buttheincidenceof皿arkedcalciu皿accumulationand皿orerapid
accu皿ulationintheneocortexisnoted.
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第4節 局所脳血流量による検討
r4C-lodoantipyrineによ る虚血 中 の脳 血 流量 の オー トラ ジオ グラム をFig.6に示
した。 虚 血 中 の脳 血流 量 は終 脳 お よび間 脳 で は高度 に 低 下 した。 申脳 で は、 申程度
の 血 流量 の 低 下が 認 め られ たが、 下 部脳 幹 や小 脳 で はほ ぼ正 常 で あ った。 この 様 に、
虚 血 侵襲 は重度 であ り、 また脳 幹お よ び小 脳 を除 い て均 一 な虚 血侵 襲 が 発現 して い
た。
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Fig.6
QualitativeCBFautoradiographs
intheische皿icgerbilbrains.
ReductionintheregionalCBF
is皿arkedinthecerebral
hes皿isphereand皿esencephalon・
Theische皿iaissevereand
homogeneousexceptforpartof
thediencephalon,lowerbrain-
ste皿andcerebellu皿(n=3).
CBFニCerebralbloodflow.
Sham 置sch樫m藍a
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第5節 考察
本 研 究 の 結果 よ り、 虚 血侵 襲 に対 して 脆弱 性 を示す 脳 細胞 には一 定 の 階層
(hierarchy)があ る ことが 判明 し、 ま た虚 血 時間 に比例 して壊 死 に陥 る神経 細 胞 が
増 加す る こ とが 明 らか とな った。 脆 弱 な神 経細 胞 の 中 でも、 海馬CAIsectorおよ び
下 丘 は特 に5分聞 の短 時 間 の虚 血 で 障害 され た。 一方、10-15分の 虚血 侵 襲 で は、 大
脳皮 質、 線 条体、 中 隔、 海 馬CA3sect。r、視床、 内側 膝 状 体お よ び黒 質 の 障害 を発
現 した。 この 障害 され た部位 にお い て も、 障害 の発 現 の 速度 は異 な っ てい る。 す な
わ ち、 内側 膝 状 体お よび 下丘 で は速 く、 大 脳 皮 質、 線 条 体、 中 隔、 視床 お よび 黒質
では 申程 度、 海馬 で は遅 く障 害 が発 現す る。 特 に、 海 馬CAIsectorでは、 虚 血 に対
して高 い脆 弱性 を示 す に もか か わ らず、 そ の 障害 の 発現 は極 め て遅 く、 いわ ゆ る
delayedneur。naldeathタイプ の壊死 を発生 す る。 しか し、 虚 血 時 間が 長 くな るに
つれ て、 そ の障 害 は速 くなる傾 向が認 め られ た。
上 記 の様 に、 障害 を発 現す る領域 の 中 で も虚 血 に対 す る脆 弱 性 の順 序 が 存在 し、
例 えば、 海 馬CAIsectorおよび 大脳皮 質 の 第3お よび 第5層 は、 同 じ海 馬お よび 大脳
皮 質の 中 のCA3sectorおよび 第2お よ び第4層 よ りも よ り虚 血 に対 して脆 弱 であ るa
こ の感 受 性 の差 異 は虚 血 中の脳 血流量 の 低 下 の程 度 に依 存 して い る とは考 えに くい。
す なわ ち、 虚 血 中 の脳 血 流 量 は臆 幹お よび小 脳 を除 い て均 一 に高 度 な低 下 を示 して
い るた め、 脳 血 流量 と は無 関係 に脆弱 性 を示 す も の と考 え られ る。 一一方、 内側 膝 状
体、 黒 質 お よび 下丘 等 の膳 幹 部 にお い て は、 虚 血 中 にあ る 程度 の脳 血流 量 が保 たれ
て い る に もか か わ らず、 細 胞 障 害 が発生 す る こと が明 らか と なっ た。 この脳 幹 部 の
障害 につ い て は、 実験 的 に殆 ど明 らか に され て は い ない。 その理 由 と して、 砂 ネ ズ
ミにお い て は長 い虚血 時 間 に よ る実験 が 行 われ なか っ た こ と、 ラ ッ トの モデ ル で は
高 度 の脳 虚 血 が 作成 しに くい こ と等が 考 え られ る。
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興 味 あ る こと に、 虚 血に脆 弱性 を示す 神 経細 胞 群 の 多 くはgユuta皿ateの受 容体 を豊
富 に持 っ てい る こ とが明 らか にされ て い る26・31・35)。本研 究 にお いて も、 大脳 皮質.
線 条体、 海 馬、 視床 等 の比 較 的glutamateの受 容体 の 多 い領 域 に 障害 が認 め られ た こ
とか ら、g⊥uta皿aしeによ るexcitoしoXicityが虚 血性 神経 細 胞 障害 に密接 に関 与 して い
る もの と考 え られ る。 しか しな が ら、gluta皿ate受容体 密 度 の低 い黒質 や 下丘 等 の脳
幹 部22)にお い て も虚 血 によ る障害 が 認 め られ た。 この原 因に つ い ては不 明 であ るが、
脳 幹 は虚血 辺 縁 部 に位 置 してい るた め、 過 剰 なア シ ドー シスが 発生 し36)梗塞 を起 し
たもの と推 察 され る。
本 研 究 で は、45Caオー トラ ジオ グ ラフ ィー を用 い て虚 血性 神 経細 胞 障害 の 分布 を
調べ、 その 有 用性 につ い て検 討 した。 初 期 の 研究 では、45Caが異 常 に蓄 積 す る領域
と組 織学 的 に障害 され る領域 とは ほぼ一一致 す る こ とが大 脳皮 質 、 線条 体、 海馬 お よ
び視 床 の部位 にお い て明 らか にされ て い る37"39)。本 研 究 に よ り、 大 脳皮 質、 線 条
体お よ び視床 の部位 だけ で はな く朕 幹部 の 部位 にお い て も45Caの異常 に 蓄積 す る領
域 と組 織 学 的 に障害 され る領 域 と一致 す る ことが 明 らか とな った。 これ らの 結果 よ
り、45Caオー トラ ジオ グ ラフ ィー法 は障害 され た領 域 に45Caの著 しい蓄積 を示 し、
その異 常 を容 易 に確 認 で き るた め、 謄 全 体 にお け る虚 血性 神 経 細胞 障 害の 検 索 に有
用 な手 法 と考 え られ る。
本研 究 の結 果、 脳 虚 血 に対 して選択 的脆 弱 性 を示 す 神経 細 胞 群 には一 定 の 階層 が
あ る こ とが明 らか とな っ た。 ま た、 それ らの 神経 細 胞 は虚 血 に 対 して異 な った速 度
お よび 程度 で障害 され る こ とが判 明 した。 さ らに脳 虚 血 によ っ て障 害 され る部位 は、
線条 体、 海 馬 に代 表 され る大脳 基 底核 お よび 大脳 辺 縁系 の 細胞 群 だけ で な く脳 幹 部
の細 胞群 も障 害 を受 け る ことが 示 唆 され た。
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第2章 脳虚 血 ラ ッ トにお け る虚 血性 神 経 細胞 障 害
第1節 序
第1章 にお い て砂 ネ ズ ミの 虚 血性 神経 細 胞 障害 の 発 現部 位 につ い て報 告 した。
しか し、 砂 ネ ズ ミは脳虚 血 に お い て優れ た再現 性 を有 す る ため 多 くの 実 験 的脳 虚 血
モ デル に使 用 され てい る もの の32・49・41)、一方 で は容 易 にて ん かん が誘 発 され 、 神
経 細胞 に障 害 が起 る こ とが 報 告 され て い る42)。ヒ トにお いて も てんか ん患 者 の海 馬
に は、 しば しば特 徴 の あ る病 変 が認 め られ てい る43)。そ こで、 本 研究 で は、 砂 ネ ズ
ミと同様 に実験 的 脳虚 血 モデ ル と して汎 用 され て い る4血管 閉塞 ラ ッ トを用 い て4A)、
虚 血性 神 経 細胞 障 害 の 発現 部位 につ い て詳 細 に検 討 し、 砂 ネ ズ ミと比 較 検討 した。
一14一
第2節 組織学的検討
脳 虚 血 ラ ッ トに お け る 神 経 細 胞 障 害 の 分 布 をTable1に示 し た。 ま た、 脳 幹 部 お よ
び 海 馬 に お け る 障 害 の 代 表 例 をFigs。7お よ び8に 示 し た 。30分 の 脳 虚 血 を ラ ッ トに
負 荷 す る と、 海 馬CA1領域(para皿edianregi。nを含 む)お よ び 線 条 体 の 背 外 側 部 が
高 頻 度 に 障 害 さ れ た 。 次 い で、 下 丘 、 黒 質 の 網 状 層 、 前 頭 葉 お よ び 視 床 の 腹 側 外 側
部 の 順 序 で 障 害 さ れ た 。 一 方、 小 脳 のPurkinje細胞 、 海 馬CA4seetorおよ び 内 側 膝
状 体 は 軽 度 な 障 害 が 認 め られ た。 脳 幹 部 、 特 に 黒 質 お よ び 下 丘 に お い て は、 食 作 用
を 有 した 皿icrogliaやastrocyteの増 殖 が 認 め られ た 。
TablelIncidenceofabnQr皿alcalciu皿accu皿ulationanddistributionof
neuronalda皿ageintheratbrain7daysafter30皿inofische皿ia
45Caautoradiographya}Neuronaldamageb,
Sha皿 Ischemia Sha皿 Ische皿ia
Fronta!cortex
Striatum
Hippocampus
Para皿edianregion
CAIsector
CA3sector
CA4sector
Thala皿us
Medialgenicuiatebody
Substanしianigra
Inferiorcolliculus
Cerebellu皿
?
?
?
?
??
?
?
?
?
?
0/10
0!10
0/10
0/10
0/10
0/10
0/10
0/10
0/5
0/10
10/10
10!10
10/10
4/10
6/10
8/10
2/10
10/10
6/10
2/5
?
?
?
?
??
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
1・3±0.3*
2・5±0.2*
3.0±0.0*
2.7±0,2*
0.3±0.1
0.7±0.1*
1.3±0_3*
O.6±0.2
1.8±0.3*
1.9±0.3*
0.8±0.4
a)nニ10hemispheres.Cerebelユu皿,n=5・b)nニ10-12hemispheres.
Cerebellu皿,n=5-6.NeuronaldamagewasgradedOto3.Valuesare
expressedas皿eans±S.E.*P<0.01vs,sha皿 一〇peratedgroup(Hann-Vhitney
U-test).
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Fig.7Representativephotographsinthebrainste皿7daysafter30皿in
ofische皿ia.Thelefthalf:coronalsectionsstainedwithcresylviolet.
A,C:sha皿 一〇peratedrat.Thecoronalsectionsareintact.B,D:
postischemicrat.Theneuronalda皿ageisseeninthesubstantianigra(B)
andtheinferiorcolliculus(D).Therighthalf:severeneuronalda皿agein
thesubstantianigraandtheinferiorcolliculusisobservedunderhigher
皿agnification(E,F).Bar=500μ 皿.
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Fig.8Histologicalchanges(paraffinsections)inthehipPoca皿pal
CAIsectorandthebrainste皿.A,B,C:sha皿 一〇peratedrat.Neuronsinthe
hiPPocampalCAIsector(A),thesubstantianigra(B)andtheinferior
colliculus(C)areintact.D,E,F:postische皿icrat.Severeneuronal
lossisseeninthehipPoca皿palCAIsect=or(D).Neuronsarelostandthe
proliferationofastrocytesandmicroglia騨itheventualfomaしionof
phagocytesisseeninthesubstantianigra(E)andtheinferiorcolliculus
(F).Hematoxylin-eosinstain.Bar=100μ 皿.
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第3節 45Caオ ー トラ ジ オ グ ラ フ ィ ー に よ る 検 討
Fig.9に示 す 様 に30分 の 脳 虚 血 を負 荷 さ れ た ラ ッ トで は 、 著 し い45Caの蓄 積 が 広
範 囲 の 領 域 に 観 察 さ れ た。 特 に 顕 著 な45Caの蓄 積 は 線 条 体 の 背 外 側 部、 中 隔、 海 馬
CAIseetor、視 床 、 黒 質 お よ び 下 丘 に 認 め られ た 。 しか し な が ら、 そ の 蓄 積 は 中 隔
お よ び 視 床 で は 一 部 分 の み に 限 局 し て い た。 一 方、 海 馬CA4sectorおよ び 内 側 膝 状
体 で は、 軽 度 の45Caの蓄 積 が 観 察 さ れ た 。 ま た 、Table1に 示 す 様 に45Caの異 常 な 蓄
積 は 神 経 細 胞 障 害 が 観 察 され た 大 部 分 の 領 域 に お い て 高 頻 度 に 認 め られ た。 な お、
偽 手 術 群 の ラ ッ トで は 膳 全 体 に お い て45Caの異 常 な 蓄 積 は 全 く認 め られ な か っ た
(Fig.9およ びTable1)。
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第4節 局所脳血流量 による検討
idC-lodoantipyrineによ る虚 血 中 の 脳 血 流 量 の 測 定 値 をTable2に示 し た。 偽 手 術
群 の ラ ッ トに お け る 脳 血 流 量 は115-187皿1/100g/皿inの高 い 値 が 観 察 さ れ た。 一 方、
10分間 の 脳 虚 血 中 の 謄 血 流 量 は 膳 幹 お よ び 小 脳 を 除 い て 著 明 に 減 少 し た。 特 に 前 頭
葉 、 線 条 体 、 中 隔 お よ び 海 馬 にお け る 血 流 量 は10ml/100g/min以下 に な り、 最 も 著
し い低 下 を 示 し た。 視 床 、 内 側 膝 状 体 、 黒 質 、 下 丘 お よ び 小 脳 の 血 流 量 は 前 者 に 比
較 し て 若 干 軽 度 で あ る も の の、 そ の 残 存 血 流 量 は18-40田ユ/100g/皿inの値 を 示 し た。
Table2Regionalcerebralbloodflowintheratbrainduring10皿inof
ische皿ia
Sha皿(n=3) Ische皿ia(n=4)
Frontalcortex
Striatu皿
Hippocampus
Thala皿us
Hediaユgeniculatebody
Substantianigra
Inferiorcolliculus
Cerebellum
187±22
169±27
106±23
161±27
175±2
122±26
165±5
115±20
6±6**
3±5*
8±6**
18±11**
20±7**
40±13*
30±9**
25±15*
Valuesareexpressedasmeans±S.E.(ml/1009/皿in).
*P<0・05,**P〈0.01vs.sham-operatedgroup(Student,st-test) .
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第5節 考察
本研 究 よ り、 脳 虚 血 ラ ッ トにお け る神経 細 胞障 害 は選 択 的脆 弱 性 を示 す と言 われ
て いる大 脳 皮 質、 線 条 体、 海 馬、 視床 お よ び小脳 のPurkinje細胞 だ け で はな く黒 質、
内側膝 状 体 お よ び下 丘 等 の脳 幹 部 にお い て も認 め られ た。 これ らの 障害 部位 の間 に
お いて もそ の 障害 の 程 度 は 明 らか に異 な っ て いた。す なわ ち、 海 馬CAIsector
(para皿edianregionを含 む)お よび線 条体 の背外 側 部 にお いて最 も強 い 障害 が観 察
され た。 次 い で、 下 丘、 黒質、 前 頭葉 お よ び視床 の 順序 で 中程度 の 障害 が認 め られ
た。 小脳、 海 馬CA4sector、内側 膝状 体お よび 海馬CA3sectorでは、 障害 の 程度 は
軽 度 で あ っ た。
脳 虚 血 ラ ッ トにお け る細 胞 障害 の 分布 は 程度 の差 こそ あれ、 砂 ネ ズ ミの脳 を虚 血
した場 合 にみ られ る障 害 の 分布 と本 質的 に は 同一 であ った。 す なわ ち、 大脳 皮 質、
線 条 体、 海 馬、 視床 等 の いわ ゆ る選 択 的脆 弱領 域(selectivelyvulnerable
regions)に加 え て、 これ ま で余 り指 摘 され なか っ た膳 幹部 に お い ても 同様 に 障害 さ
れ る こ とが判 明 した。 しか しな が ら、 砂 ネ ズ ミでは小 脳 にお け る障害 は認 め られ な
か っ た。 ま た、n5Caオー トラ ジオ グ ラム に よ る検討 では ラ ッ トの30分虚 血 で の障 害
の 程度 は砂 ネ ズ ミの10分虚 血 によ る障 害 よ りも若 干弱 い よ うに思 わ れ た。 この原 因
の 一 つ と して ラ ッ トと砂 ネ ズ ミの 種差 に よ る脳虚 血侵 襲 に対す る脳 細 胞の 感受 性 の
差 異 が考 え られ るが、 一一方 で は、 虚血 の程 度 す なわ ち 虚血 中の残 存 血 流量 の 差 が関
与 して い る可 能性 もあ る。
今 回実 験 に用 い た謄 虚 血 ラ ッ トの モデ ル で は、4血 管(両 側総 頸 動脈 お よ び推 骨
動 脈)を 閉 塞 して い る ため 虚血 中 にお け る脳 へ の 血流 は すべ て側 副血 行 路 のみ を介
して 供給 され て い る た め、 小 膳お よび勝 幹 部 ま で血流 が 低下 す る。 これ に 対 して、
砂 ネ ズ ミのモ デ ル で は、 椎 骨 動脈 は閉塞 され て いな い ため 小脳、 下 部脳 幹 の 血流 量
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は比 較 的良 く保 たれ てお り、 小 脳 の障害 は認 め られ なか っ た もの と考 え られ る。
最近、 加 藤 ら45,によ って砂 ネ ズ ミの2分 間の 脳虚 血 中の血 流 量 は大脳 皮 質、 線 条
体、 海馬 等 の終 脳 では ほ ぼゼ ロに近 い高度 の虚 血 を示 す こ とが 報告 され て いる。 一一
方、 本 研 究 にお け る ラ ッ トの10分間の 脳虚 血 中 の血 流 量 は3-8皿⊥/100gノ皿inの残存 血
流 量 を示 して いる。 この様 に、 砂 ネ ズ ミと ラ ッ トの モ デル では、 脳虚 血 中の残 存 血
流 量 に明 らかな差 異 が 認め られ る。 従 っ て、 残存 血 流量 の 多 い ラ ッ トにお い て砂 ネ
ズ ミよ りも長 い虚 血 時間 が神 経 細 胞障害 の 発現 に際 して必 要 に なる もの と推 察 され
る。 ラ ッ トの4血管 閉塞 モデ ル で は虚 血 申 の残 存 血 流量 が か な り多 く、 しか も個 体差
も大 きい ため、S皿ithら46)は2血管(両 側総 頸 動脈)閉 塞 と人 工 的低血 圧 を同時 に組
み合 わせ たモ デル を用 い、2-10分間 の短 時 間虚 血 で神 経細 胞 障害 が起 る こ とを 報告
してい る。 従 っ て、 ラ ッ トと砂 ネ ズ ミの 神経 細施 障害 を発 現 す る虚 血 時 間の相 違 は
両者 の脳 虚血 に対す る感 受 性 の差 異 よ りも、 む しろ虚 血 中の 残存 血 流 量 に大 き く依
存 してい る可 能性 が考 え られ る。
本研 究 の結 果、 砂 ネ ズ ミと ラ ッ トの 脳虚 血 に対 す る神経 細胞 障 害 の発 現 部位 は基
本 的 には 同一 であ る ことが示 唆 され た。
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第3章 各種薬剤の神経細胞障害に対する作用
第1節 序
第1章 お よ び 第2章 に お い て 虚 血 侵 襲 に 対 し て 大 脂 皮 質 、 線 条 体 、 海 馬 、 視 床 お
よ び 脳 幹 部 等 が 障 害 され る こ と を 明 らか に し た。 そ の 中 で も、 海 馬CAIsectorは特
に 虚 血 に 対 し て 脆 弱 性 を 有 して お り、 ま た そ の 障 害 の 発 現 も 遅 い、 い わ ゆ る遅 発 性
神 経 細 胞 壊 死 の 経 過 を た ど る こ と を 確 認 した 。 こ の 海 馬 は 記 憶 や 情 緒、 す な わ ち 知
的 能 力 の 発 現 に 密 接 に 関 与 して い る 領 域 の 一 つ で あ る23・47)。ヒ トお よ び 動 物 実 験
に お い て も 海 馬 の 病 変 が 学 習 お よ び 記 憶 の 障 害 を 誘 発 す る こ と が 示 唆 さ れ て い る24
・48-5u}。 従 っ て 、 臨 床 的 立 場 か ら も こ の 海 馬 の 遅 発 性 神 経 細 胞 壊 死 の 進 行 を 防 止 あ
る い は 治 療 す る こ と の 意 義 は 極 め て 大 き い も の と 考 え られ る。
本 研 究 で は、vincaalkal。id系誘 導 体vinconateおよ びvinpocetine、
α1-adrenocepしoragonistであ る 皿ethoxa皿ine、麻 酔 剤(膳 代 謝 抑 制 剤)
pentobarbitaLCa2+拮抗 剤flunarizineおよ び 脳 血 管 拡 張 剤ifenprodilを用 い て
海 馬 の 虚 血 性 神 経 細 胞 障 害 に 対 す る効 果 に つ い て 検 討 した 。
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第2節 Vinconaしeの海 馬CAIsect。rの神 経 細 胞 障 害 に 対 す る 作 用
5分間 の 膳 虚 血 後7日 目 に お け るvinconateの海 馬CAIsectorの神 経 細 胞 障 害 に 対 す
る 効 果 をFigs.10およ びllに 示 し た。 偽 手 術 群 に お け る 海 馬CAIsectorの神 経 細 胞
数 は210±12個/mmで あ っ た。5分 間 の 脳 虚 血 群 で は、 神 経 細 胞 数 は 顕 著 に 低 下 し て
5±1個 ノ皿皿に な っ た。 こ れ に 対 して 虚 血10分 前 にvinくonateを50,100およ び300
mg/kg投与 し た 群 で は、 神 経 細 胞 数 は 各 々52±25、102±26お よ び189±18個/
皿mと用 量 依 存 的 に 増 加 し、 従 っ てvinconateによ り神 経 細 胞 壊 死 が 軽 減 さ れ る こ と が
明 らか に な っ た(Fig.10)。 ま た、45Caオ ー トラ ジ オ グ ラ フ ィ ー に お け る 検 討 に お
い て も、vinconateが45Caの異 常 な 蓄 積 を 防 止 す る こ と が 観 察 さ れ た(Fig.11)。
一一方 、 虚 血 直 後 にvinconateを100およ び300mg/kg投与 し た 群 で は、 虚 血 群 と 比 較
し神 経 細 胞 壊 死 に対 す る 軽 度 な 保 護 効 果 を 示 し た が 、 有 意 な 作 用 は 得 られ な か っ た。
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Fig.10Effectofpretreat皿entwithvinconateonneuronaldensitiesintheCAIsector
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**p<0.01vs.vehiclegroup(Hann-UhitneyU-test)・
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Fig・11Representative45Caautoradiographsandhistologicalchangesin
theCAIsectorofthehiPPoca皿pusofthegerbilbrain7daysafter5min
ofischemia・Lefthalf:45Caautoradiogra皿;Righthalf:cresylviolet
stain.Bar=100μm.A:sha皿 一〇peratedgerbilbrain.Noabnormalcalciu皿
accumulationisnotedinthehipPocampusのNeuronsareintact.B:saline-
treatedgerbiユbrainsubjectedtoischemia.Harkedcalciu皿accu皿ulation
isnotedintheCAIsectorofthehiPPoca皿pus.TheCAIneuronsare
co皿pletelylost.C:vinconate(100皿9/kg,i.P.)-pretreatedgerbilbrain
subjectedtoische皿ia・Abnor皿alcalciumaccumulationisnotrecognizedin
theCAIsector.MostoftheCAIneuronsarepreserved.
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第3節 Meth。xamineの海 馬CAIsectorの神 経 細 胞 障 害 に 対 す る作 用
5分間 の 晒 虚 血 後7日 目 に お け る 皿ethoxamineの海 馬CAIsectorの神 経 細 胞 障 害 に 対
す る効 果 をTable3に示 し た。 偽 手 術 群 の 神 経 細 胞 数 は236±13個/皿 皿で あ る が 、5
分 間 の 脳 虚 血 群 で は著 し い 神 経 細 胞 障 害 が お こ り、 神 経 細 胞 数 は8±3個/皿 皿に 減 少
し た。 こ れ に 対 し て虚 血 直 後 に 皿ethoxa皿ineを5およ びIO皿g!kg投与 す る と、 神 経 細
胞 数 は 各 々97±34お よ び176±31個/皿 皿に な り、 用 量 依 存 的 な 神 経 細 胞 障 害 の 保
護 作 用 が 認 め られ た。 な お 、methoxamiReの虚 血 後 投 与 に よ る 血 圧 に対 す る 作 用 は 虚
血 群 と 比 較 し有 意 な 差 は 認 め ら れ な か っ た 。
Table3NeuronaldensityintheCAlsectorofthehipPoca』mpusofthe
gerbilbrain7daysafter5皿inofische皿ia
Dose
(皿9/kg,i.P.) n
Neuronaldensity
(cellS/m〕
Sha皿一〇perated
Vehicle
Methoxa皿ine
?
」
??
?
」
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?ー
?
236±13**
8±3
97±34**
176±31**
Valuesareexpressedas皿eans±S.E.**P<0.01vs.vehiclegroup
(Hann・WhitneyU-test).Drugwasgiveni皿 皿ediatelyafterische皿ia.
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第4節 Pentobarbital,vinPoceしine,flunarizineおよ びifenprodilの 海 馬
CAIsectorの 神 経 細 胞 障 害 に 対 す る 作 用
5分聞 の 脳 虚 血 後7日 目 に お け る 各 種 薬 剤 の 海 馬CAIsect。rの神 経 細 胞 障 害 に 対 す
る 効 果 をTable4に示 し た。 偽 手 術 群 の 神 経 細 胞 数 は236±13個 ノ皿皿で あ る が 、5分
間 の 脳 虚 血 群 で は 著 し い 神 経 細 胞 障 害 が お こ り、 神 経 細 胞 数 は44±14個/皿 皿に 減 少
した。 こ れ に 対 してpentobarbitalを虚 血30分 前 あ る い はvinpocetineを虚 血10分 前
に そ れ ぞ れ40あ る い は50お よ び100皿g/kg投与 す る と、 神 経 細 胞 数 は 各 々131±33、
119±27お よ び124±35個/mmと な り、 い ず れ も 有 意 な 神 経 細 胞 保 護 作 用 が 認 め ら
れ た。 一 方 、flunarizineある い はifenprodi1を虚 血15分 前 に そ れ ぞ れ10あ る い は
30皿g/kg投与 し て も 神 経 細 胞 保 護 作 用 は 認 め られ な か っ た。
Table4Co皿parativeeffectsofpentobarbital,vinpocetine,flunarizine,
andifenprodilonneuronaldensitiesintheCAIsectorofthehipPocampus
ofgerbilbrain7daysafter5皿inofische皿ia
Dose
(mg/kg,i`P●) n
Neuronaldensity
(cells/mm)
Sha皿一〇perated
Vehicle
Pentobarbital
Vinpocetine
Flunarizine
Ifenprodil
40
50
100
10
30
10
30
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
236±13**
44±14
131±33**
119±27*
124±35*
1±0
17±8
26±20
63±30
Valuesareexpressedas皿eans±S.E.*p〈0.05,**p<0.01vs.vehicle
group(Hann-VhitneyU-test).Pentobarbitalwasgiven30皿inbefore
ische皿ia,andvinpoceしinewasgiven10皿inbeforeische血ia.Flunarizine
andifenprodilweregiven15皿inbeforeische皿ia.
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第5節 考察
本 研 究 に よ り.脳 代 謝 抑 制 剤pentobarbital、vincaaユkaloid系誘 導 体vinconate、
vinpocetineおよ び α1-adrenoceptoragonistであ るmethoxamineが海 馬 のCAl
sectorの神 経 細 胞 障 害 を 有 意 に 防 止 す る こ と が 明 ら か と な っ た。 一 方 、Ca2+拮抗 剤
flunarizineおよ び 脳 血 管 拡 張 作 用 を 有 す るifenprodi1では 有 意 な 保 護 効 果 を 示 さ な
か っ た 。
現 在 ま で に 、 虚 血 性 神 経 細 胞 障 害 の 発 現 機 序 の 解 明 に 多 くの 研 究 が 行 わ れ て き た
25-3臼}。 最 近 の 研 究 で は、 興 奮 性 の 神 経 伝 達 物 質 で あ るgluta皿ateが脳 虚 血 に よ り海
馬 の 細 胞 外 腔 に 過 剰 に 放 出 さ れ る こ と が 明 らか に さ れ て い る14}。 この 過 剰 に 放 出 さ
れ たgluta皿ateはglutamate作動 性 のCa2+channeis、膜 電 位 依 存 性 のCa2"channelsあ
る い はPIcycleを活 性 化 す る こ と に よ り 神 経 細 胞 内Ca2"イオ ン 濃 度 を 上 昇 さ せ る。
細 胞 内 のCa2"イオ ン濃 度 が 上 昇 す る と、Ca2+依存 性protease等の 酵 素 反 応 が 活 性 化
さ れ 構 造 蛋 白 質 の 破 壊 お よ びph。spholipaseの活 性 化 に よ る 膜 リ ン 脂 質 あ る い は膜 構
造 の 無 秩 序 の 破 壊 が 始 ま る。 こ の 様 な 一 連 の 連 鎖 反 応 が 、 細 胞 死 に 導 く も の と考 え
られ て い る エ5・28・51-53)。こ の 仮 説 は、 脳 虚 血 に よ っ て 海 馬 内 に お け るglutamateの
濃 度 が 著 し く上 昇 す る こ と54,、海 馬CAIsectorにglutamateを神 経 伝 達 物 質 とす る
興 奮 性 入 力 を 投 射 し て い る 線 維 を 切 所 す る と、 海 馬CA1錐 体 細 胞 は 虚 血 に 対 し て抵 抗
性 を 示 す よ う に な る こ と55-57}、さ らに、 あ る 種 のgluta皿ate拮抗 剤 やCa2+拮 抗 剤
が 海 馬 の 虚 血 性 神 経 細 胞 障 害 を 防 止 す る 作 用 を 示 す こ と か ら も 支 持 さ れ て い る58『
62)
。
一 方 、 海 馬CAIsectorの虚 血 性 神 経 細 胞 障 害 の 発 現 に は 、gluta皿ateによ る 興 奮 性
の 神 経 伝 達 の み な らず 抑 制 性 の 神 経 伝 達 も 重 要 な 役 割 を 演 じ て い る こ と が 示 唆 さ れ
て い る。 す な わ ち、Bユomqvistら63)は海 馬 に 投 射 す るnoradrenalin作働 性 の 入 力 を
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青 斑 核 破 壊 に よ っ て 遮 断 す る と、 海 馬CAIsectorの虚 血 性 神 経 細 胞 壊 死 が 悪 化 す こ
と を 報 告 し た。 ま た 、Koideら64〕はnoradrenalinの投 与 が 海 馬 の 神 経 細 胞 障 害 に 対
し て 保 護 作 用 を 有 す る こ と を 示 し て い る 。 さ ら に 、 海 馬CAIsect。rのGABA(γ一
aminobutyricacid)作働 性neur。n(interneuron)が虚 血 に 対 して 抵 抗 性 を 示 す こ
と65,、aden。sineに拮 抗 作 用 を 持 つ と さ れ て い るtheophyllineが海 馬 の 神 経 細 胞 障
害 を増 悪 さ せ る こ と 等 が 報 告 さ れ て い る66)。 これ らnoradrenalin、GABAおよ び
aden。sineは海 馬 に 対 し て 抑 制 性 の 神 経 伝 達 物 質 と し て 作 用 す る こ とが 知 られ て い る
67-7e).従 っ て、 こ れ らの 報 告 は 海 馬 に お け る 虚 血 性 神 経 細 胞 障 害 の 発 現 に は、 興
奮 性 の 神 経 伝 達 物 質 と 抑 制 性 の 神 経 伝 達 物 質 の イ ン バ ラ ン ス が 重 要 な 役 割 を 演 じて
い る 可 能 性 が あ る こ と を 示 唆 し て い る も の と 思 わ れ る。
Vincaalka1。idsは血 液 脳 関 門 を 容 易 に 通 過 し て 脳 に 広 く分 布 す る こ と が 報 告 され
て お り71-73)、そ の 薬 理 効 果 と して は、noradrenalinの代 謝 充 進 作 用74)、
adenosineの再 取 り 込 み 阻 害 作 用75,お よ び 弱 いCa2+拮抗 作 用76)を も つ こ と が 知 られ
て い る。 な お 、vincaalkaloidsは脳 虚 血10-15分前 投 与 に よ り ラ ッ トの 虚 血 性 神 経
細 胞 障 害 を 有 意 に 防 止 す る こ と が 報 告 さ れ て い る た め73・75}、 本 研 究 で は 虚 血10分
前 の 投 与 ス ケ ジ ュ ー ル を 中 心 と し て検 討 し た 。 ま た、pentobarbitalにはGABAおよ び
benz。diazepinereceptorを刺 激 す る こ と に よ り、 申 枢 神 経 系 の 抑 制 作 用 を も つ こ と
77)から、 麻 酔 作 用 が 充 分 に 発 揮 さ れ る 虚 血30分 前 の 投 与 ス ケ ジ ュ ー ル で検 討 し た 。
Hethoxa皿ineには α1-adrenoceptorを刺 激 す る こ と に よ り、 興 奮 性 の ア ミ ノ 酸 で あ る
quinoユinicacidのexcitot。xicityを抑 制 す る こ と が 報 告 さ れ て い る78)が、 虚 血 前
投 与 で は 本 剤 の 血 管 収 縮 作 用 に よ り血 圧 の 上 昇 作 用 が 惹 起 さ れ る 可 能 性 が あ る た め、
本 剤 の 昇 圧 効 果 が 認 め られ な い 虚 血 直 後 の 投 与 ス ケ ジ ュ ー ル で 検 討 した 。 そ の 結 果、
これ らの 薬 剤 は い ず れ も 海 馬CAIsectorの神 経 細 胞 障 害 を 有 意 に 防 止 す る こ と が 明
ら か と な っ た。 これ らの 薬 剤 の 作 用 機 序 と して は、 抑 制 性 の 神 経 伝 達 物 質 の 代 謝 充
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進作 用、 再取 り込 み 阻害 作用 あ る いはreceptor等に 結合 す る こ と によ り、 抑 制性 の
神経 伝 達 機構 を活性 化 して 海馬 の 神経 細 胞 障害 を防 止す るも の と考 え られ る。 しか
しなが ら、vincaaikaloid誘導 体vinc。naヒeの虚血 直後 の 投与 で は、 明 らか な作用 は
得 られ な か っ た。 この 原 因 に つ い ては不 明 であ る が、 本 剤 が虚 血 中 に惹 起 され る
glutamateによ るexciし。t。xicityに対 して よ り強 い抑 制作 用 を発揮 し、 虚 血後 で は そ
の効 果 が減 弱 した可 能性 が推 察 され る。 他 方、Ca2"拮抗 剤flunarizineおよび脳 血 管
拡 張 剤ifenprodilにつ い て は虚 血15分前 に投 与 す る こ とに よ り、 虚 血 中か ら虚 血 後
にわ た る持 競 的 な作 用 につ い ての効 果 を期 待 して検 討 を加 え たが、 この 様 な投 与 ス
ケ ジ ュール で は明 らか な保 護 作 用 は認 め られ な か っ た(Table4)。この 事 か ら、 海
馬 の神 経 細 胞 障害 の発 現 に膜 電位 依 存性Ca2+channelsや脳 血 流 量 が関 与 して い る可
能性 は低 い も の と推察 され る79・8e)。
本 研 究 の結 果、 海馬 にお け る遅 発 性 神経 細胞 壊 死 の 発現 には、 興 奮性 の神 経 伝達
物質 と抑 制性 の 神経 伝 達 物 質 の イ ンバ ラ ン スが重 要 な 役割 を演 じてい る ことが 示 唆
され た。 また、 この海 馬 の 神経 細 胞 障害 は、noradrenalin、adenosineおよ びGABA等
の抑 制 性 の神 経 伝達 物 質 の 代 謝充 進 作用、 再取 り込 み 阻害作 用 あ るい はreceptor等
に結 合 す る こ とに よ り、 抑制 性 の 神経 伝 達 機構 を活 性化 す る薬 剤 によ っ て 防止 で き
る こ とが 明 らか とな った。
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総 括
脳虚 血侵 襲 に対 して脳 細 胞の 反応 は一 様 で は ない。 永 続す る虚 血の 場 舎 には、 虚
血 に 陥 った 組織 の 全 ての 細胞 が壊 死 す るの に対 して、 虚 血が 短 時間 で一 過 性 の場 合
に は、 選択 的 に特定 の神 経細 胞群 だけが 障 害 され る こ とは よ く知 られ て い る。 しか
しなが ら、 膳 虚 血 に よ る神 経 細胞 障害 の 発現 部位 につ い ての 詳 細 な報告 は少 な く、
特 に脳 幹部 での 報告 は殆 ど明 らか に され て い ない。
本 研究 で は、 始 め に砂 ネ ズ ミお よび ラ ッ トを 用い て脳 虚血 負 荷 に よ る神経 細 胞 障
害 の 発現 部位 の検 索 を行 った。 さ らに、 神 経細 胞 障害 発 現部 位 の解 明 を行 い、 次 い
で、 虚 血 に対 して最 も脆 弱性 を示 す海馬CAI錐体 細胞 に対 す る各種 薬剤 に よ る予 防効
果 を検 討 した。
その 結果、 砂 ネ ズ ミの 一過 性膳 虚血 モ デル にお い ては海 馬CAIsectorおよ び一 部
の 下丘 の細 胞 が5分 聞 の虚 血 に よ り障 害 され るこ とが 明 らか とな った。 ま た、10-15
分間 の 虚血 で は、 その 障害 は大脳 皮質、 線 条 体 の背 外側 部、 中 隔、 海馬CA3sector、
視 床、 内側 膝 状体 お よ び黒 質 にお よぶ こと を明 らか に した。 さ らに、 この 障害 は、
下 丘 お よび 内側 膝 状 体 で は速 く、 大晒 皮質、 線 条 体、 中隔、 視 床お よび 黒質 で は 申
程 度、 海 馬 で は遅 く発現 す る こ とが観 察 され た。 また、 ラ ッ トの一 過 性脳 虚 血 モ デ
ル にお いて も砂 ネ ズ ミと同様 な神経 細胞 障 害 の分布 を示 した。 これ らの結 果 よ り、
脳虚 血 に対 して脆弱 性 を示す 神 経細 胞群 には、 一定 の 階 層が あ るこ とが示 唆 され た。
ま た、 それ らの 神経 細 胞群 にお け る障害 の 発現 は虚 血 後 異 なっ た速 度 で進 行す る こ
とが 判 明 した。 さ らに、 脳 虚 血 に よっ て障害 され る部位 は、 線 条体や 海 馬 に代 表 さ
れ る大脳 基 底 核お よび 大脳 辺 縁系 の細 胞 群 だ けで はな く脳 幹 部 の細胞 群 も障害 を受
け る こ とを明 らか に した。 虚 血 に対 して最 も脆弱 性 を示 す 海馬 の 神経 細 胞 障害 に 対
す る各種 薬 剤 の保 護 効果 につ い ての検 討 で は、noradrenalin、adenosineおよび
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GABA等の抑 制 性 の神 経 伝達 物 質 の代 謝 充進 作 用、 再取 り込 み 阻害 作 用 あ るい は
receptor等に結 合す る こ とに よ り、 抑 制性 の 神 経伝 達 機 構 を活 性 化 す る薬 剤 が顕 著
な効 果 を示 す こ とか ら、 海 馬 の 神経 細 胞 障害 の 発現 に は、 興奮 性 の 神経 伝 達物 質 と
抑 制 性 の神 経 伝 達物 質 の イ ンバ ラン スが重 要 な 役割 を演 じて い る こ とが示 唆 され た。
以 上 の結 果 は、 臨床 にお け る脳 虚 血後 に発 生す る神 経 細 胞 障害 の 分布 お よ び その
発 現 機序 を解 明す る上 で、 重 要 な示 唆 を与 える も の と思 わ れ る。
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実験の部
第1章
実 験 動物
雄性 砂 ネ ズ ミ(50-95g,成和 実 験動物)を 用 い た。 実 験 動物 の取 扱お よび処 置 に
つ い て は、 「東北 大 学 医 学部 附 属動 物実 験 施設 規 程 」 な らび に 「東 北大 学 の動 物 実
験 に 関す る指針 」 に従 っ て行 った。
脳 虚血 作 成 法
砂 ネ ズ ミの晒 虚 血 はKirino6)の方 法 に準 じて行 っ た。2%ハ ロセ ン麻酔 下 に砂 ネズ
ミの頸 部 の 正 中切 開 に よ り両 側 総頸動 脈 を 露 出 した。 麻 酔 を遮 断後、 動 脈 瘤 ク リッ
プ(杉 田式 ク リ ップ、 瑞 穏 医科 工業)を 用 い て、 両側 総 頸 動脈 を5、10ある いは15
分 間囲 塞 した。 ク リップ を除 去す る ことに よ り血 流 を再 開 した。 動物 の体 温 は局所
温〈冷 〉湿布 器(モ デル20,A.H.S.,Japan)を用 いて36-38℃に維持 した。 偽 手術
群 は ク リッ ピン グ以 外 は 同様 に処 置 した。 ま た、 著 しいて ん か ん を示 した動物 は本
実験 よ り除 外 した。
組 織学 的検 討
砂 ネ ズ ミを10および15分間虚 血 後2あ る いは7日 目の動 物 にsodiu皿pent。barbital
(和光 純 薬)を50皿g/kg腹腔 内投 与 して 麻酔 した。 麻 酔後 、 動 物 を開胸 し心臓 に ポ
リエ チ レンチ ュー ブ を挿 入後 点 滴 ボ トル よ りヘ パ リン含有 の生 理 食塩 水(2U/皿1)を
約50皿L次 い で10%ホル マ リン水 溶 液 を約200ml滴下 し経 心 的 に濯流 固 定 を行 った。
濯流 圧 は120cmH?Oで実 施 した。 固 定後 脳 を摘 出 し、10%ホ ル マ リン水 溶 液 中 に48時
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間 放 置 し た。 次 い で、 通 常 の 方 法 に よ り脱 水 透 徹 しパ ラ フ ィ ン包 埋 を 行 っ た 。 こ の
パ ラ フ ィ ン ブ ロ ッ ク か らLoskotaら81〕の 脳 図 譜 に 従 っ て、5μ 皿の 連 続 冠 状 断 切 片 を
作 成 し た 後、he皿atoxylin-eosinおよ びcresylvi。letで染 色 し、 神 経 細 胞 障 害 の 有
無 を 光 学 顕 微 鏡 に よ り400倍の 倍 率 で 観 察 した。
45Caオー トラ ジ オ グ ラ フ ィ ー に よ る検 討
45Caオー トラ ジオ グ ラ フ ィ ー はSakamしoら39)の方 法 に 準 じて 行 っ た
。 虚 血 直 後
お よ び 虚 血 後2あ る い は7日 目 の 動 物 を2$ハ ロ セ ン 麻 酔 下 で 右 頸 静 脈 を露 出 させ 、
45CaC12(100μCi/0.2mlsaline/animal,比放 射 能10-40mCi/皿g,A皿ersham)を
静 脈 注 射 し た。 注 射 後5時 間 目 に エ ー テ ル 麻 酔 下 で 断 頭 し、 直 ち に脳 を 摘 出 し た 後
ドラ イ ア イ ス の 粉 末 で 凍 結 固 定 し た。 次 い で、-20℃ 下 の ク ラ イ オ ス タ ッ ト(Histo
SしatHicroto皿e,AOScientificInstruments)にて20μ 皿の 連 続 冠 状 断 切 片 を 作 製
し、 カ バ ー グ ラ ス 上 に 取 り、60℃ の ホ ッ トプ レー ト上 で 乾 燥 後 、KodakNHC-1フ イ
ル ム に4週 間 露 出 さ せ て オ ー トラ ジ オ グ ラ ム を 作 成 した 。 オ ー トラ ジ オ グ ラ ム 上 の
45Caの蓄 積 に よ る黒 化 密 度 お よ び そ の 程 度 をvisualinspectionによ り0:正 常、1:
軽 度、2:中 等 度 、3:重 度 の 障 害 の グ レー ドで 判 定 した 。
局 所 膳 血 流 量 に よ る 検 討
脳 虚 血2分 目 の 動 物 の 股 静 脈 よ り14C-i。doantipyrine(10μCi/0.6皿lsaline/
animal,比放 射 能50-60皿Ci/皿ol,Amersham)を30秒間 か け て 静 脈 注 射 し、 直 ち に
断 頭 し た。 オ ー トラ ジ オ グ ラ ム の 作 成 は、 上 記 の 方 法 に よ り行 っ た 。
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第2章
実 験 動物
雄 性 購starラッ ト(220-280g,日本 ク レア)を 用 い た。 実 験 動 物の取 扱 お よび処
置 に つ い て は、 「東北 大 学 医学 部 附属 動 物 実験 施 設 規程1な らび に 「東 北 大 学 の動
物 実験 に 関す る指 針」 に従 っ て行 った。
脳 虚 血 作 成 法
ラ ッ トの 膳 虚 血 はPuユsinelliとBrierleyの方 法44)に 準 じ て 行 っ た。 す な わ ち、 動
物 にsodiu皿pent。barbitalを50皿g/kg腹腔 内 投 与 し て 麻 酔 した 。 麻 酔 後 、 膳 定 位 固
定 装 置(成 重)に 固 定 し両 側 椎 骨 動 脈 を 電 気 焼 灼 し た 。 翌 日、2%ハ ロ セ ン麻 酔 下 で
両 側 総 頸 動 脈 を 露 出 し た 後 、 麻 酔 を遮 断 し、 動 脈 瘤 ク リ ッ プ に よ り閉 塞 し た。 脳 虚
血 は30分 間 行 っ た。 次 い で、 ク リ ッ プ を 除 去 し、 血 流 を 再 開 し た 。 動 物 の 体 温 は 局
所 用 温 く 冷 〉 湿 布 器 に よ り36-37℃に 維 持 し た。 偽 手 術 群 は ク リ ッ ピ ン グ以 外 は 上 記
と 同 様 に 行 っ た。
組 織 学 的 検 討
30分間 の 脳 虚 血 後7日 目の 動 物 にsodillmpentobarbitalを50mg/kg腹腔 内投 与 して
麻 酔 し た。 麻 酔 後 、 動 物 を 開 胸 し心 臓 に ポ リエ チ レ ン チ ュ ー ブ を 挿 入 し た 後 点 滴 ボ
トル よ りヘ パ リ ン 含 有 の 生 理 食 塩 水(2U/皿1)を 約50皿L次 い でFAH(40%ホ ル ム ア
ル デ ヒ ド:酢 酸:メ タ ノ ー ル=1:1:8,v/v)溶 液 を 約100皿1滴 下 し経 心 的 に 濯 流 固
定 し た。 濯 流 圧 は120c皿H20で行 っ た。 固 定 後 膳 を 摘 出 し、FAH溶 液 中 に48時 間 放 置
し た。 次 い で、 通 常 の 方 法 に よ り脱 水 透 徹 し パ ラ フ ィ ン 包 埋 を 行 っ た。 こ の パ ラ フ
イ ン ブ ロ ッ ク か らPaxionsとUatson82〕の ラ ッ トの 脳 図 譜 に 従 っ て、5μ 皿の 連 続 冠 状
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断 切 片 を 作 成 し た 後hematoxylin-eosinおよ びcresylvioletで染 色 し神 経 細 胞 障 害
の 有 無 を 光 学 顕 微 鏡 に よ り400倍の 倍 率 で 観 察 し た。 神 経 細 胞 障 害 の 判 定 は
Pulsinelliらの 方 法7)に 準 じ て 行 っ た。 す な わ ち 、0:正 常 、1:10%以 下 の 障 害 、
2:10--50%ま で の 障 害 、3=50%以 上 の 障 害 の グ レー ドに よ り実 施 し た。
45Caオ ー トラ ジ オ グ ラ フ ィ ー に よ る 検 討
2%ハ ロ セ ン麻 酔 下 で虚 血 後7日 目の 動 物 の 右 頸 静 脈 を露 出 し、 直 ち に45CaC12
(300μCi/0.2皿lsaline/ani皿al,比放 射 能10-40mCiノ皿g,A皿ersha皿)を静 脈 注 射
し た。 注 射 後5時 聞 目 に エ ー"テル 麻 酔 下 で 断 頭 し た。 直 ち に膳 を 摘 出 後 、 ドラ イ ア イ
ス の 粉 末 で 凍 結 固 定 し た。 次 い で、-20℃ 下 の ク ラ イ オ ス タ ッ トに て20μ 皿の 連 続
冠 状 断 切 片 を 作 製 し、 カ バ ー グ ラ ス 上 に 取 り、60℃ の ホ ッ トプ レー ト上 で 乾 燥 し た
後KodakNHC-1フ ィル ム に4週 間 露 出 さ せ て オ ー トラ ジオ グ ラ ム を作 成 し た。 オ ー ト
ラ ジ オ グ ラ ム 上 の 黒 化 密 度 の 有 無 を 調 べ る こ と に よ り45Caの蓄 積 の 頻 度 を 観 察 し た。
ま た、 隣 接 し た 切 片 をhe皿atoxylin-eosinおよ びcresylvioletで染 色 し、 神 経 細 胞
障 害 の 程 度 を 調 べ た。
局 所 脳 血 流 量 に よ る 検 討
両 側 椎 骨 動 脈 を 電 気 焼 灼 し た 翌 日、 跳 ハ ロ セ ン 麻 酔 下 で 股 動 静 脈 に ポ リエ チ レ ン
チ ュ ー ブ を 挿 入 し た。 次 い で、 麻 酔 遮 断 後 、 両 側 総 頸 動 脈 を 閉 塞 した 。 虚 血10分 目
にt4C-iodoantipyrine(20μCi/0.7皿lsaline/ani皿al,比放 射 能50-60皿Ci/m皿01
,A皿ersha皿)を30秒 間 か け て 股 静 脈 よ り静 注 し、 直 ち に 噺 頭 し た。 こ の 間 、 股 動 脈
よ り約100μ1の 血 液 を 約5秒 聞 隔 で 数 回 採 血 し た 。 直 ち に 脳 を 摘 出 後 、 ド ラ イ ア イ
ス の 粉 末 で 凍 結 固 定 し た。 次 い で、 上 記 の 方 法 に よ り連 続 冠 状 断 乾 燥 切 片 を 作 製 し、
14C-micro-scales(Amersham)と共 にKodakNMC-1フ ィル ム に2週 間 露 出 させ オ ー ト
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ラ ジ オ グ ラ ム を 作 成 し た。 血 液 申 の 放 射 濃 度 は、1iquidscintilationcounter
(Aloka)によ り測 定 し た 。 局 所 脳 血 流 量 はSakuradaの方 法83)に 準 じて 測 定 し た。
第3章
実 験動 物
雄性 砂 ネ ズ ミ(50-95g,成和 実験 お よび 日本 ク レア)を 用 い た。 実 験 動物 の取 扱
お よび処 置 に つ い ては、 「東 北大 学 医学 部 附属動 物 実 験施 設 規 程 」 な らび に 「東 北
大 学 の 動物 実 験 に関す る指 針 」 に従 っ て行 っ た。
脳 虚 血 作成 法 お よ び実験 方 法
2%ハ ロセ ン麻 酔下 で砂 ネ ズ ミの 両側 総頸 動 脈 を露 出 させ、 麻 酔 を遮 断 し、 両 側総
頸動 脈 を動 脈 瘤 ク リップ を用 いて5分 間閉 塞 した。 閉塞 後 血流 を再 開 させ7日 間動 物
を生 存 させ た。 動物 の 体温 は局 所 用温 〈冷 〉湿 布 器 を用 い て37℃ 前後 に維持 した。
偽手 術 群 は ク リッ ピン グ以外 同様 に操 作 した。 薬 剤 投 与 は下 記 に示 す 方 法 で行 い、
組織 学 的 検討 に よ り薬 剤 の効 果 を検討 した。
薬 剤
Vinconateお よ びvinpocetine(OmuniChe皿.,ベ ル ギ ー),methoxa皿ine(日 研 化
学),pent。barbital(和 光 純 薬),flunarizine(和 光 純 薬)お よ びifenpr。dil(フ ナ
コ シ)を 用 い た 。Vinconateお よ びvinpocetineは脳 虚 血10分 前 、flunarizineお よ び
ifenprodilは虚 血15分 前 、pentobarbitalは 虚 血30分 前 お よ び 皿ethoxa皿ineは虚 血 直
後 に 各 々 腹 腔 内 投 与 し た 。 ま た 、vinconateは 蒸 留 水 、vinpocetineは4%ascorbic
acid溶 液 、pent。barbital,flun∂rizineおよ びifenprodilは5%ア ラ ピ ア ゴ ム 溶 液 、
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methoxamineは生 理 食 塩 水 に 各 々 溶 解 あ る い は 懸 濁 し て 体 重10g当 り0.lmlの容 量 で
投 与 し た。Vehicle群は 各 々 使 用 し た 薬 剤 の 溶 媒 を 同 様 に 投 与 し た。
組 織 学 的 検 討
虚 血 後7日 目 の 砂 ネ ズ ミ にsodiu田pentobarbitalを50皿g/kg腹腔 内 投 与 し て 麻 酔 し
た 。 麻 酔 後 、 動 物 を 開 胸 し心 臓 に ポ リエ チ レ ン チ ュ ー ブ を 挿 入 後 点 滴 ボ トル よ り ヘ
パ リ ン 含 有 の 生 理 食 塩 水(2U/ml)を 約50皿!、 次 い で10%ホ ル マ リ ン水 溶 液 を 約
200皿1滴下 し経 心 的 に 灌 流 固 定 を 行 っ た。 固 定 後 脳 を 摘 出 し、10%ホ ル マ リ ン水 溶
液 に48時 間 放 置 し た。 次 い で、 通 常 の 方 法 に よ り脱 水 透 徹 し パ ラ フ ィ ン 包 埋 を 行 っ
た。 こ の パ ラ フ ィ ン ブ ロ ッ ク か らLoskotaら8Dの図 譜 に 従 っ て、 ミク ロ トー ム を 用
い て 背 側 海 馬 の5μmの 連 続 切 片 を 作 製 し、hemat。xylin・・eosinおよ びcresyl
violetで染 色 後 、Kirinoらの 方 法8)に 準 じ て 左 右 の 海 馬 の 全 体 像 を 写 真 撮 影 し、 海
馬CAIsectorの長 さ を 計 測 し た。 次 い で 、 左 右 の 海 馬CAIsector内に 残 存 す る 錐 体
細 胞 数 を 光 学 顕 微 鏡 に よ り400倍の 倍 率 で 算 定 し た。 こ の デ ー タ ー を基 に 左 右 の 海 馬
CAIsectorの長 さ1mm当 りの 残 存 神 経 細 胞 密 度 を 算 出 した 。 各 個 体 の 神 経 細 胞 数 は
左 右 の 平 均 値 を 用 い た。
な お 、 動 物 の 麻 酔 に は、Nait。型 小 動 物 全 身 麻 酔 装 置(Sinan。Manufacturing
Co.,Ltd.)を用 い て 行 っ た。
統 計 処 理
統 計 学 的 検 定 に は 、Mann-VhitneyU-testお よ びStudent,st-tesしを 用 い て 実 施 し
た 。
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